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(57) Abstract 



The invention relates to a method for detecting microorganisms in a sample by means of a nucleic acid probe. Conventional detection 
methods are, for example, the in-situ hybridization of microorganisms with fluorescence-labeled oligonucleotide probes (fluorescent in-situ 
hybridization). A disadvantage of said method is that an epifluorescence microscope is required for evaluating the results. According to the 
invention, the disadvantages of the in-situ hybridization method are overcome by hybridizing the microorganisms to be detected in a sample 
with a specific nucleic acid probe, removing non-hybridized nucleic acid probe molecules, separating and then detecting and optionally 
quantifying the hybridized nucleic acid probe molecules. 

(57) Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen in einer Probe mittels einer Nuk- 
leinsauresonde. HerkSmmliche Verfahren sind z.B. die in situ-Hybridisierung von Mikroorganismen mit fluoreszenzmarkierten Oligonuk- 
leotidsonden (fluoreszierende in situ-Hybridisierung). Nachteil dieser Methode ist die Notwendigkeit, die Auswertung am Epifluo- 
reszenzmikroskop vorzunehmen. ErfindungsgemaS werden die Nachteile des in situ-Hybridisierungsverfahrens Oberwunden, indem die 
nachzuweisenden Mikroorganismen in einer Probe mit einer spezifischen Nukleinsauresonde hybridisiert werden, nicht hybridisierte Nuk- 
leinsauresondenmolekiile entfernt werden und die hybridisierten NukleinsauresondenmolekOle abgelost und anschliefiend detektiert und 
gegebenenfalls quantifiziert werden. 
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Verfahren zum Nachweisen von Mikroorganismen in einer Probe 

Die Identifizierung von Mikroorganismen konnte viele Jahrzehnte nur nach 
5 vorhergehender Kultivierung der Mikroorganismen und damit einhergehender 
Amplifizierung erfolgen. Diese Kultivierung erfolgt z.B. fur Viren auf ihrem 
jeweiligen Wirtsorganismus, fur Bakterien, Pilze und einzellige Algen in 
Nahrmedien. Fur die Erfassung der Anzahl lebensfahiger Mikroorganismen in einer 
bestimmten Probe wurden Medien bzw. Bedingungen gewahlt, welche eine selektive 

1 0 Erfassung bestimmter Gruppen weitgehend ausschlieBen sollten. So wurden z.B. von 
bakteriellen Einzelkolonien Reinkulturen angelegt und diese aufgrund phano- 
typischer Merkmale, z.B. ihrer Morphologie und Stoffwechselwege, identifiziert. Die 
Identifizierung von Mikroorganismen nach vorheriger Kultivierung ist jedoch mit 
zwei entscheidenden Nachteilen verbunden. Erstens belegen Untersuchungen an den 

15 verschiedensten Umweltproben, daB nur 0,1 bis 14 % aller Bakterien z.Z. 

kultivierbar sind. Zweitens konnte bewiesen werden, daB bei der Kultivierung starke 
Populationsverschiebungen auftreten konnen, d.h. bestimmte Bakteriengruppen im 
Labor bevorzugt bzw. andere diskriminiert werden. 

20 Dies bedeutet nicht nur, daB ein GroBteil der Bakterien in Umweltproben nicht 
erkannt werden kann, sondern auch, daB diejenigen Bakterien, welche identifiziert 
werden, meist ein verzerrtes Abbild der wahren Populationsstrukturen darstellen. 
Fehleinschatzungen der Populationsverhaltnisse in bezug auf Identifizierung und 
Quantifizierung der Bakterien sind die Folge. 

25 

Anfang der neunziger Jahre wurde ein Verfahren zur in situ-Hybridisierung mit • 
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden entwickelt, das in vielen 
Umweltproben erfolgreich zum Einsatz kam (Amann et al. (1990) J. Bacteriol. 
172:762). Dieses "FISH" genannte (fluoreszierende in situ-Hybridisierung) 
30 Verfahren beruht auf der Tatsache, daB die in jeder Zelle vorhandenen ribosomalen 
RNAs (rRNAs) hochkonservierte, d.h. wenig spezifische. und weniger konservierte, 
d.h. gattungs- und artspezifische Sequenzen umfaBt. Schon Mitte der achtziger Jahre 
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wurde gezeigt, daB die Sequenzen der 16S- und 23S-rRNA zur Identifizierung von 
Mikroorganismen genutzt werden konnen (Woese (1987) Microbiol. Reviews 
51 :221; De Long et at. (1989) Science 243:1360). Bei dem FISH-Verfahren werden 
fluoreszenzmarkierte Gensonden, deren Sequenzen zu einer bestimmten Region auf 
5 der ribosomalen Zielsequenz komplementar sind, in die Zelle geschleust. Die 
Sondenmolekiile sind in der Regel 1 6 bis 20 Basen lange, einzelstrangige 
Desoxyribonukleinsaurestiicke und sind einem Zielbereich komplementar, der fur 
eine bestimmte Bakterienart oder eine bakterielle Gattung spezifisch ist. Findet die 
fluoreszenzmarkierte Gensonde in einer Bakterienzelle ihre Zielsequenz, so bindet 
1 0 sie daran und die Zellen konnen aufgrund ihrer Fluoreszenz im 
Fluoreszenzmikroskop detektiert werden. 

Es konnte gezeigt werden, daB durch die in situ-Hybridisierung mit 
fluoreszenzmarkierten Sonden bis zu 90% einer Bakteriengesamtpopulation 

1 5 detektiert werden konnen. Das Verfahren stellt daher bereits eine wesentliche 

Verbesserung gegeniiber dem Stand der Technik dar, der die Detektion von maximal 
14% der Bakterienpopulation einer Umweltprobe moglich machte. Dariiber hinaus 
erlaubt es das Verfahren der in situ-Hybridisierung mit fluoreszenzmarkierten 
Sonden, den aktiven Anteil einer Population zu bestimmen, indem das Verhaltnis 

20 einer gegen alle Bakterien gerichteten Sonde und dem Trockengewicht bestimmt 
wird. Schliefilich erlaubt das Verfahren, Bakterien direkt am Ort ihres Wirkens 
sichtbar zu machen, wodurch Wechselwirkungen zwischen verschiedenen 
Bakterienpopulation erkannt und analysiert werden konnen. 

25 Innerhalb der letzten Jahre wurde die Technik der in situ-Hybridisierung mit 

fluoreszenzmarkierten Sonden fiir die verschiedensten Umweltproben ausgetestet 
und erfolgreich angewandt. So konnten durch den Einsatz von Gensonden im Boden, 
in Protozoen, in Biofilmen, in der Luft, in Seen, in biologisch aktivierten Filtern und 
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im Abwasser von Klaranlagen die jeweiligen Bakterienpopulationen untersucht und 
neuartige Bakterien identifiziert werden. Der Schwerpunkt lag hierbei in der Analyse 
der Bakterienpopulationen bei der Abwasserreinigung. Tropfkorper-, 
Raumfiltrations- und Belebtschlammanlagen wurden ebenso untersucht wie die 
5 Nachklarbecken und entsprechenden Vorfluter (Snaidr et al. ( 1 997) Appl. Environ. 
Microbiol. 63:2884). Durch die in situ-Hybridisierungstechnik konnte gezeigt 
werden, daB es bei der Erfassung der Belebtschlammflora durch Kultivierung zu 
einem Kultivierungsshift kommt (Wagner et al. (1993) Appl. Environ. Microbiol. 
59:1520). Kultivierungsabhangige Verfahren liefern daher nur einen sehr 

10 verfalschten Einblick in die Zusammensetzung und Dynamik der mikrobiellen 
Biozdnose. Durch diese Medium-abhangige Verzerrung der realen Verhaltnisse 
innerhalb der Bakterienpopulation werden Bakterien, die im Belebtschlamm eine 
untergeordnete Rolle spielen, aber den eingesetzten Kuhivierungsbedingungen gut 
angepaBt sind, in ihrer Bedeutung dramatisch uberschatzt. So konnte gezeigt werden, 

15 daB aufgrund eines solchen Kultivierungsartefakts die Bakteriengattung 

Acinetobacter bezuglich ihrer Rolle als biologischer Phosphatentfemer in der 
Abwasserreinigung vollig falsch eingeschatzt wurde. 

Obwohl die in situ-Hybridisierung mit den neu entwickelten fluoreszenzmarkierten 
20 Gensonden eine rasche und genaue Analyse von Bakterienpopulationen im Abwasser 
moglich macht, konnte sie sich in der Praxis noch nicht durchsetzen. Grunde hierfur 
sind der hohe Anschaffungspreis fur die benotigten technischen Gerate wie 
Fluoreszenzmikroskope, der Bedarf an qualifizierten Kraften, welche fur die 
Durchfiihrung und Auswertung zur Verfugung stehen miissen, sowie die daraus 
25 resultierende geringe Anzahl moglicher Referenzmessungen. Weiterhin ist ein hoher 
Zeitaufwand fur das Auszahlen der detektierten Bakterienpopulationen 
(Quantifizierung) notwendig. Uberdies erfordert das Auszahlen hohe 
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Erfahrungswerte, da zwischen echten (Sondenbindung hat tatsachlich stattgefiinden) 
und falschen Signalen (Autofluoreszenz, keine Zellen) unterschieden werden muB. 

Aufgabe der vorliegenden Erfmdung ist es daher, ein Verfahren zur Verfugung zu 
5 stellen, mit dem Mikroorganismen moglichst ohne vorherige Kultivierung 
nachgewiesen und gegebenenfalls quantifiziert werden konnen. 

Eine weitere wesentliche Aufgabe der vorliegenden Erfmdung ist es, ein Verfahren 
zum Nachweis von Mikroorganismen bereitzustellen, das unter Bedingungen 
1 0 durchgefuhrt wird, die gewahrleisten, dafi die Messergebnisse bei der Detektion und, 
falls erwunscht, bei der Quantifizierung nicht nachteilig beeinflufit werden. 

Ferner ist es eine Aufgabe der vorliegenden Erfmdung, ein Verfahren zum Nachweis 
von Mikroorganismen bereitzustellen, das umweltfreundlicher, schneller 
1 5 durchfuhrbar und leichter handhabbar ist als die im Stand der Technik beschriebenen 
Verfahren. 

ErfindungsgemaB werden diese Aufgaben durch ein Verfahren zum Nachweis von 
Mikroorganismen in einer Probe mittels einer Nukleinsauresonde gelost, wobei das 
20 Verfahren die folgenden Schritte umfafit: 

a) Fixieren der in der Probe enthaltenen Mikroorganismen; 

b) Inkubieren der fixierten Mikroorganismen mit nachweisbaren 

25 Nukleinsauresondenmolekulen, urn eine Hybridisierung herbeizufiihren; 

c) Entfemen nicht hybridisierter Nukleinsauresondenmolekule; 
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d) Ablosen der hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule und 

e) Detektieren und gegebenenfalls Quantifizieren der abgelosten 
Nukleinsauresondenmolekule. 

5 

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung soil unter "Fixieren" von Mikroorganismen 
eine Behandlung verstanden werden, mit der die den jeweiligen Mikroorganismus 
umgebenden Hullen so durchlassig gemacht werden sollen, dalJ die 
Nukleinsauresonde mit der gegebenenfalls kovalent verbundenen Markierung durch 

1 0 die Hiille penetrieren kann, urn so die Zielsequenzen im Zellinneren erreichen zu 
konnen. Bei der Hiille kann es sich z.B. um die ein Virus umgebende Lipidhiille, urn 
die Zellwand eines Bakteriums oder die Zellmembran eines einzelligen Mikro- 
organismus handeln. Zur Fixierung wird ublicherweise eine geringprozentige 
Paraformaldehydlosung verwendet. Sollte mit einer Paraformaldehydlosung im 

15 Einzelfall die einen Mikroorganismus umgebende Schutzhulle nicht penetrierbar 
gemacht werden konnen, so sind dem Fachmann ausreichend weitere MaBnahmen 
bekannt, die zu demselben Ergebnis fuhren. Dazu zahlen beispielsweise Ethanol, 
Methanol, Mischungen dieser Alkohole mit Paraformaldehyde enzymatische 
Behandlungen, Ultraschallbehandlung etc. 

20 

Bei einer Nukleinsauresonde im Sinne der Erfindung kann es sich um eine DNA- 
oder RNA-Sonde handeln, die in der Regel zwischen 12 und 1 000 Nukleotide 
umfassen wird, bevorzugt zwischen 12 und 100 oder 15 und 50, besonders bevorzugt 
zwischen 17 und 25 Nukleotide. Die Nukleinsauresonde ist so ausgewahlt. daB es 
25 eine zu ihr komplementare Sequenz im nachzuweisenden Mikroorganismus bzw. in 
der Gruppe nachzuweisender Mikroorganismen gibt. Komplementaritat muB bei 
einer Sonde von nur ca. 15 Nukleotiden iiber 100 % der Sequenz gegeben sein, bei 
Oligonukleotiden mit mehr als 15 Nukleotiden sind ein bis mehrere 
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Fehlpaarungsstellen erlaubt. Es muB jedoch gewahrleistet sein. dafl das Nuklein- 
sauresondenmolekiil mit moderaten und/oder stringenten 

Hybridisierungsbedingungen tatsachlich mit der Zielsequenz hybridisiert. Moderate 
Bedingungen im Sinne der Erfindtmg sind z.B. 0 % Formamid in einem 
5 Hybridisierungspuffer wie er in Beispiel 1 beschrieben ist. Stringente Bedingungen 
im Sinne der Erfindung sind beispielsweise 20 - 80 % Formamid in dem in Punkt 5.2 
von Beispiel 1 beschriebenen Puffer. 

Die Dauer der Hybridisierung betragt iiblicherweise zwischen 10 Minuten und 12 
1 0 Stunden; bevorzugt erfolgt die Hybridisierung fur etwa 2 Stunden. Die 

Hybridisierungstemperatur betragt bevorzugt zwischen 44°C und 48 °C, besonders 
bevorzugt 46°C, wobei der Parameter der Hybridisierungstemperatur, wie auch die 
Konzentration an Salzen und Detergentien in der Hybridisierungslosung in 
Abhangigkeit von der Sonden bzw. den Sonden, insbesondere deren Lange(n) und 
1 5 dem Grad der Komplementaritat mit der Targetsequenz in der nachzuweisenden 

Zelle optimiert werden kann. Der Fachmann ist mit hier einschlagigen Berechnungen 
vertraut. 

Im Rahmen des erfmdungsgemaBen Verfahrens hat eine typische 
20 Hybridisierungslosung eine Salzkonzentration von 0,1 M bis 1,5 M, bevorzugt von 
0,9 M, wobei es sich bei dem Salz vorzugsweise urn Natriumchlorid handelt Weiter 
umfaBt der Hybridisierungspuffer iiblicherweise ein Detergens, wie z.B. 
Natriumdodecylsulfat (SDS), in einer Konzentration von 0,001-0,1%, bevorzugt in 
einer Konzentration von 0,01%, und Tris/HCl in einem Konzentrationsbereich von 
25 0,00 1 -0, 1 M, vorzugsweise in einer Konzentration von 0,02 M. Der pH-Wert von 
Tris/HCl betragt iiblicherweise zwischen 6 und 10, wobei ein pH von ca. 8,0 
bevorzugt ist. Wie oben erwahnt, kann die Hybridisierungslosung des weiteren 



BNSDOCID: <WO 0068421A2 I > 



WO 00/68421 



PCT/EPOO/03989 



-7- 



zwischen 0% und 80% Formamid enthalten, je nachdem welcher Grad von Stringenz 
erwunscht ist bzw. benotigt wird. 

Die Nukleinsauresonde sollte im Hybridisierungspuffer wenn moglich in einer 
5 Menge von 1 5 ng bis 1000 ng anwesend sein, wobei diese Menge vorzugsweise in 
80 \xl Hybridisierungslosung enthalten ist. Besonders bevorzugt betragt die 
Sondenkonzentration 125 ng/80 \i\ Hybridisierungslosung. 

Nach erfolgter Hybridisierung sollten die nicht hybridisierten und uberschussigen 
10 Sondenmolekule entfernt werden, was iiblicherweise mittels einer herkommlichen 
Waschlosung bzw. Waschpuffers erfolgt. Dieser Waschpuffer enthalt 
gewohnlicherweise 0,001-0,1% eines Detergens wie SDS, wobei eine Konzentration 
von 0,01% bevorzugt wird, und Tris/HCl in einer Konzentration von 0,001-0,1 M, 
bevorzugt 0,02 M, wobei der pH-Wert von Tris/HCl im Bereich von 6,0 bis 10,0, 
1 5 vorzugsweise bei 8,0, liegt Weiter enthalt der Waschpuffer iiblicherweise NaCl, 
wobei die Konzentration je nach benotigter Stringenz zwischen 0,003 M und 0,9 M, 
bevorzugt zwischen 0,01 M und 0,9 M, betragt. Zusatzlich kann die Waschlosung 
EDTA enthalten, wobei die Konzentration vorzugsweise 0,005 M betragt. 

20 Das „Abwaschen" der nicht gebundene Sondenmolekiile erfolgt iiblicherweise bei 
einer Temperatur im Bereich von 44°C bis 52°C, bevorzugt zwischen 46°C und 50°C 
und besonders bevorzugt bei 48°C fur eine Dauer von 10-40 Minuten, vorzugsweise 
fur 20 Minuten. 

25 Nach erfolgter in situ-Hybridisierung und anschlieBender Entfernung der nicht- 
hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule mittels des oben beschriebenen 
Waschschrittes erfolgt die Abtrennung der hybridisierten Sondenmolekule fiir die 
Detektion und, falls erwunscht, Quantifizierung der hybridisierten Sondenmolekule. 
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Fttr diesen Extraktionsschritt sind solche Extraktionsmittel geeignet, die bei einer 
geeigneten Temperatur eine Denaturierung der Sonde von der Targetsequenz 
gewahrleisten, ohne die Sondenmolekule in nennenswertem AusmaB zu beschadigen. 
Letzteres ist insbesondere deswegen wunschenswert, urn die Messergebnisse bei der 
5 nachfolgelnden Detektion und Quantifizierung nicht nachteilig zu beeinflussen. 
Bevorzugt wird hierftir als Abloselosung bzw. Ablosepuffer Wasser, also 
H20 d est./bidest. ? oder schwach gepuffertes Wasser, also bspw. Tris/HCl, im 
Konzentrationsbereich von 0,001 M bis 1,0 M, besonders bevorzugt in einer 
Konzentration von 0,01 M, verwendet, wobei der pH von Tris/HCl zwischen 7,0 und 
10 1 1 ,0, vorzugsweise 9,0, betragt. Weiter sind im Rahmen dieser Erfmdung auch 
DMSO (Dimethylsulfoxid) und 1 x SSC, pH 10,0 (+/- 2,0) als Extraktionsmittel 
geeignet, wobei 1 x SSC geeigneterweise durch Verdunnung einer 20 x SSC-Stamm- 
losung (1 75,2 g NaCl, 88,2 g Natriumcitrat, auffullen mit Wasser auf 1 Liter) 
zubereitet wird. 

15 

Die Ablosung der Sondenmolekule erfolgt ublieherweise fur eine Dauer von 5 bis 30 
Minuten, bevorzugt fur 15 Minuten. Dabei erfolgt die Sondenextraktion in einem 
Temperaturbereich von 50-100°C, vorzugsweise bei unter 100°C, insbesondere 
bevorzugt bei etwa 80°C. In jedem Fall sollte versucht werden, die Extraktion bei 
20 einer Temperatur durchzufiihren, die eine effektive, aber gleichzeitig fur die 

Sondenmolekule schonende Abtrennung gewahrleistet. Da die Sonden durch die 
Extraktionsbehandlung umso weniger beeintrachtigt werden, je geringer die 
Temperatur ist, wird eine Temperatur < 100°C, insbesondere < 90°C bevorzugt. 

25 In einem Vergleichsversuch wurden 4,8 x 1 0 6 Burkholderia cepacia-Zelten mit zwei 
fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden (jeweils 2,5 jil BET42a-Cy3 bzw. 
NonEUB338-Cy3) mittels des erfindungsgemaBen Fast-FISH-Verfahrens 
hybridisiert. Die Sondenextraktion erfolgte 15 Minuten bei 80°C mit 1 10 ^il 
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Abloselosung, wobei H 2 O b i de st, 0,01 M Tris/HCl, pH 9,0, 1 x SSC, pH 10,0, DMSO 
und Formamid hinsichtlich des Meflsignals, also der Fluoreszenzintensitat 
miteinander verglichen wurden. Wahrend sowohl mit Wasser, 0.01 M Tris/HCl, 1 x 
SSC und DMSO gute bis sehr gute Ergebnisse erzielt werden konnte, konnte unter 
5 Verwendung von Formamid kein, der Sondenextraktion mit den anderen Ablose- 
losungen vergleichbares MeBsignal erzielt werden. Vielmehr war das mit Formamid 
als Extraktionslosung erreichbare Signal urn mindestens Faktor 10 geringer als die 
Intensitaten, die bspw. mit FhObidest oderO.01 M Tris/HCl gemessen werden konnten. 
Bei einer Ablosetemperatur von 100°C (also einer Temperatur des Extraktionsmittels 
10 von 100°C) war der Unterschied in den Mefisignalen zwischen Formamid einerseits 
und H20 b idest bzw. 0,01 M Tris/HCl andererseits noch starker ausgepragt. Diese 
Beobachtungen sind hochstwahrscheinlich auf eine noch starkere Beeintrachtigung 
der Sondenmolekiile durch Formamid mit zunehmender Temperatur zuriickzufuhren. 

1 5 Aufgrund dieser Beobachtunge^werden insbesondere H 2 Obidest oder 0,01 M 

Tris/HCl als Extraktionsmittel gegenuber Formamid, das im Stand der Technik in der 
Regel als Extraktionsmittel empfohlen wird, bevorzugt. Durch den Verzicht von 
Formamid im Extraktionsschritt erzielt man nicht nur eine schonendere Behandlung, 
es ergeben sich zusatzlich auch Vorteile hinsichtlich des Gefahrenspotentials, da es 

20 sich bei Formamid urn eine Substanz der Giftklasse 3 handelt. Dariiber hinaus ist die 
Verwendung von Formamid im Vergleich zu Wasser oder schwach gepuffertem 
Wasser wesentlich kostenintensiver. 

Die Auswahl der jeweiligen Nukleinsauresonde erfolgt in Abhangigkeit vom nach- 
25 zuweisehden Mikroorganismus: Sollen beispielsweise nur Mikroorganismen der 
Gattung Streptococcus salivarius nachgewiesen werden, nicht jedoch 
Mikroorganismen der Gattung Streptococcus thermophilus, so wird der Fachmann 
eine geeignete Sequenz auswahlen, die in Streptococcus salivarius auftritt, in 
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Streptococcus thermophilus dagegen nicht. Typischerweise werden diese Sequenzen 
aus der 16S-oder 23S-rRNA ausgewahlt. 1st dagegen erwiinscht. alle Bakterien der 
Gattung Streptococcus zu erfassen, wird eine Sequenz ausgewahlt werden, die 
Streptococcus salivarius und Streptococcus thermophilus sowie weiteren Spezies der 
5 Gattung Streptococcus gemeinsam ist. Fur solche Sequenzen sind in der Literatur 
bereits viele Beispiele veroffentlicht, siehe z.B. Beimfohr et al. (1993) System Appl. 
Microbiol. 16:450. Die Nukleinsauresonde kann dabei komplementar zu einer 
chromosomalen oder episomalen DNA sein, aber auch zu einer mRNA oder rRN A 
des nachzuweisenden Mikroorganismus. Dabei ist es bevorzugt. Nukleinsauresonden 

10 zu wahlen, die einem Bereich komplementar sind, der in einer Kopienzahl von mehr 
als 1 im jeweiligen nachzuweisenden Mikroorganismus vorliegt. Die 
nachzuweisende Sequenz liegt bevorzugt 500 - 100.000 mal pro Zelle vor, besonders 
bevorzugt 1000 - 50.000 mal. Dies Ist ein weiterer Grund, warum die 
Nukleinsauresonde besonders bevorzugt komplementar zu einer rRNA ist: die 

1 5 ribosomalen RNAs sind Bestandteile der Ribosomen, die, da sie die Proteinsynthese- 
molekille darstellen, in jeder aktiven Zelle vieltausendfach vorhanden sind. 

ErfindungsgemaB wird die Nukleinsauresonde mit dem im obengenannten Sinne 
fixierten Mikroorganismus inkubiert, urn so ein Eindringen der 
20 Nukleinsauresondenmolekule in den Mikroorganismus und die Hybridisierung von 
Nukleinsauresondenmolekulen mit den Nukleinsauren des Mikroorganismus zu 
erlauben. Daran anschlieBend werden nicht hybridisierte 

Nukleinsauresondenmolekule durch iibliche Waschschritte entfernt. Im Gegensatz 
zum herkommlichen FISH-Verfahren werden nunmehr jedoch nicht die 
25 hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule in situ, also im jeweiligen 

Mikroorganismus, belassen, sondern von der nachzuweisenden NukleinsSure 
wiederum abgelost und von zellularen Bestandteilen getrennt, detektiert und 
gegebenenfalls quantifiziert. Voraussetzung dafiir ist, dafl das erfindungsgemaB 
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verwendete Nukleinsauresondenmolekul nachweisbar ist. Diese Nachweisbarkeit 
kann z.B. durch kovalente Verbindung des Nukleinsauresondenmolekiils mit einem 
detektierbaren Marker sichergestellt werden. Als detektierbare Marker werden 
iiblicherweise fluoreszierende Gruppen, z.B. Cy-2, Cy-3 oder Cy-5, FITC, CT, 
5 TRITC oder Fluos-Prime verwendet, die dem Fachmann alle wohlbekannt sind; der 
Vollstandigkeit halber sind einige Marker, ihre Eigenschaften und Bezugsquellen in 
der folgenden Tabelle 1 angegeben. 



10 



TABELLE 1 



15 



FLUOS: 5,(6)-Carboxyfluorescein-N-hydroxysuccinimidester 
(Boehringer Mannheim, Mannheim, Deutschland); 
8 = 7,50 x 10 4 mol" 1 1" 1 , Abs max bei 494 nm; Em max bei 518 nm, 
MG = 473. 



TRITC: 



20 



Tetramethylrhodamin-5,6-isothiocyanat 

(Isomer G. Molecular Probes Inc.,Eugene, USA, Lambda, Graz, AT); 
e = 1,07 x 10 5 mol' 1 1'\ Abs m ax bei 537 nm; 
Em max bei 566 nm, MG = 479. 



CT: 



25 



5,(6)-Carboxytetramethylrhodamin-N-hydroxysuccinimidester 

(Molecular Probes Inc., Eugene, USA); 

e = 0,87 x 10 5 mol* 1 r\ Abs max bei 537 nm; Em max bei 566 nm. 
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CY-3: NHS-EstervonCy5.18 

(Biological Detection Systems, Pittsburgh, USA); 
(Amersham Life Sciences, Inc., Arlington Heights, USA); 
5 c=l,5x 10 5 mol* 1 !* 1 , 

Abs max bei 532 nm; Em ma x bei 565 nm. MG = 765,95. 

CY-5: NHS-Ester von CyS.l 8 

(Biological Detection Systems, Pittsburgh, USA); 
10 (Amersham Life Sciences, Inc., Arlington Heights, USA); 

e = > 2 x 10 5 mof 1 1" 1 , Abs max bei 650 nm; 
Em ma x bei 667 nm. MG = 79 1 ,99. 

Bei Verwendung von fluoreszierenden Markern wird das erfindungsgemaBe 
1 5 Verfahren in Anlehnung an das oben erwahnte „FISH"-Verfahren im folgenden auch 
als „Fast-FISH"- Verfahren bezeichnet. 



Altemativ werden chemolumineszierende Gruppen oder radioaktive Markierungen, 
z.B. 3:> S, 32 P, 33 P, 125 J, verwendet. Nachweisbarkeit kann aber auch gegeben sein 

20 durch Kopplung des Nukleinsauresondenmolekiils mit einem enzymatisch aktiven 
Molekiil, beispielsweise alkalischer Phosphatase, saurer Phosphatase, Peroxidase, 
Meerrettichperoxidase, P-D-Galaktosidase oder Glukoseoxidase. Fur jedes dieser 
Enzyme ist eine Reihe von Chromogenen bekannt, die anstelle des natiirlichen 
Substrats umgesetzt werden konnen, und entweder zu farbigen oder zu 

25 fluoreszierenden Produkten umgesetzt werden konnen. Beispiele fiir solche 
Chromogene sind in der nachfolgenden Tabelle 2 angegeben. 
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Enzyme 

5 1. Alkalische Phosphatase und 
saure Phosphatase 

10 

2. Peroxidase 

15 
20 
25 

3. Meerrettichperoxidase 



TABELLE 2 

Chromogen 

4-Methylumbelliferylphosphat (*), 
Bis(4-Methyiumbelliferylphosphat), 
(*) 3-0- Methylfluoreszein, 
Flavon-3-Diphosphattriammonium- 
salz (*), 

p-Nitrophenylphosphatdinatriumsalz 

Tyraminhydrochlorid (*), 
Mp-Hydroxyphenyl)- 
Propionsaure (*), 
p-Hydroxyphenethylalkohol (*), 
2,2'-Azino-di-3- 
ethylbenzthiazolinsulfonsaure 
(ABTS), 

ortho-Phenylendiamindihydrochlorid, 
o-Dianisidin, 5-Aminosalicylsaure, 
p-Ucresol (*), 
3,3 f -Dimethyloxybenzidin, 
3-Methyl-2-benzothiazolin- 
hydrazon, 

Tetramethylbenzidin 

H2O2 + Diammoniumbenzidin 
H2O2 + Tetramethylbenzidin 
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4. p-D-Galaktosidase o-Nitrophenyl-p-D-galaktopyranosid, 

4-Methylumbelliferyl-P-D-galaktosid 

5 5. Glukoseoxidase ABTS, 

Glukose und Thiazolylblau 

* Fluoreszenz 

10 

SchlieBlich ist es moglich, die Nukleinsauresondenmolekiile so zu gestalten, daB an 
ihrem 5'- oder 3'-Ende eine weitere zur Hybridisierung geeignete 
Nukleinsauresequenz vorhanden ist. Diese Nukleinsauresequenz umfaBt wiederum 
ca. 15 bis 1000, bevorzugt 15 bis 50 Nukleotide. Dieser zweite Nukleinsaurebereich 
1 5 kann wiederum von Oligonukleotidsonden erkannt werden, die durch eines der 
obenerwahnten Mittel nachweisbar sind. 

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Kopplung der nachweisbaren 
Nukleinsauresondenmolekiile mit einem Hapten. Nach Ablosung der 

20 Nukleinsauresondenmolekiile von der Zielnukleinsaure konnen die nunmehr separat 
vorliegenden Nukleinsauresondenmolekiile mit das Hapten erkennenden 
nachweisbaren Antikorpern in Kontakt gebracht werden. Ein bekanntes Beispiel fiir 
ein solches Hapten ist Digoxigenin oder seine Derivate. Dem Fachmann sind uber 
die angegebenen Beispiele hinaus viele weitere Moglichkeiten bekannt, ein zur 

25 Hybridisierung verwendetes Oligonukleotid zu detektieren und zu quantifizieren. 

Die Vielzahl moglicher Markierungen ermoglicht auch den gleichzeitigen Nachweis 
von zwei oder mehr verschiedenen, sich uberlappenden oder sich nicht 
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uberlappenden Populationen. So kann z.B. durch Verwendung von 2 verschiedenen 
Fluoreszenzmarkern Streptococcus salivarius neben Streptococcus thermophilus, 
oder Streptococcus salivarius neben der Streptococcen-Gesamtpopulation 
nachgewiesen werden. 

5 

Der mittels des erfindungsgemaBen Verfahrens nachzuweisende Mikroorganismus 
kann ein prokaryontischer oder eukaryontischer Mikroorganismus sein. In den 
meisten Fallen wird es erwiinscht sein, einzellige Mikroorganismen nachzuweisen. 
Relevante Mikroorganismen sind dabei vor allem Hefen, Bakterien, Algen oder 
10 Pilze. 

In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung 
handelt es sich bei dem Mikroorganismus um einen Angehorigen der Gattung 
Salmonella. 

15 

Das erfindungsgemafie Verfahren kann vielfaltig angewendet werden. So ist es z.B. 
geeignet, Umweltproben auf das Vorhandensein bestimmter Mikroorganismen zu 
untersuchen. Diese Umweltproben konnen aus dem Wasser, aus dem Boden oder aus 
der Luft entnommen sein. Fur den Nachweis von bestimmten Bakterien in 
20 Umweltproben ist normalerweise keinerlei vorausgehende Kultivierung notwendig. 

Ein weiteres wichtiges Anwendungsgebiet fur das erfindungsgemafie Verfahren ist 
die Kontrolle von Lebensmittelproben. In bevorzugten Ausfuhrungsformen werden 
die Lebensmittelproben aus Milch oder Milchprodukten (Joghurt, Quark, Kase, 
25 Butter, Buttermilch), Trinkwasser, Getranken (Safte, Limonade, Bier), Backwaren 
oder Fleischwaren entnommen. Fur den Nachweis von Mikroorganismen in 
Lebensmitteln kann u. U. eine vorherige Kultivierung erwiinscht oder sogar 
vorgeschrieben sein. So ist es notwendig, z. B. fiir den Nachweis von einer einzigen 
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Salmonelle in 25 ml Milch, diese eine zeitlang zu kultivieren, urn anschlieBend auch 
mit statistischer Zuverlassigkeit eine oder mehrere Salmonellen im Probenvolumen 
zu haben. 

5 Das erfindungsgemaBe Verfahren kann weiter zur Untersuchung medizinischer 
Proben eingesetzt werden. Dabei ist es sowohl fur die Untersuchung von 
Gewebeproben, z.B. Biopsiematerial aus der Lunge, Tumor- oder entziindlichem 
Gewebe, aus Sekreten wie SchweiB, Speichel, Sperma und AusfluB aus der Nase, 
Hamrohre oder Vagina sowie fur Stuhl- und Urinuntersuchungen geeignet. 

10 

Ein weiteres Anwendungsgebiet fur das vorliegende Verfahren ist die Untersuchung 
von Abwassern, z.B. Belebtschlamm, Faulschlamm oder anaerobem Schlamm. 
Dariiber hinaus ist es geeignet, Biofilme in industriellen Anlagen zu analysieren, 
sowie auch sich naturlicherweise bildende Biofilme oder bei der Abwasserreinigung 
15 bildende Biofilme zu untersuchen. SchlieBlich ist es auch zur Untersuchung und 
Qualitatskontrolle pharmazeutischer und kosmetischer Produkte, z.B. von Salben, 
Cremes, Tinkturen, Saften etc. geeignet. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren stellt eine Moglichkeit dar, die in situ- 
20 Hybridisierung zur Zellidentifizierung und gegebenenfalls Quantifizierung in der 
Praxis zu etablieren. Die erforderliche Ausstattung wiirde sich z.B. bei Verwendung 
von Fluoreszenzmolekulsonden auf den Erwerb eines Fluorometers beschranken 
(max. ca. DM 1 8000,-). Im Gegensatz dazu bewegt sich ein 
Epifluoreszenzmikroskop, das zur Durchfiihrung des herkommlichen F1SH- 
25 Verfahrens geeignet ist, und mit welchem ausreichend gute in situ- 

Hybridisierungsergebnisse erzielt werden konnen, in der Preisklasse von ca. DM 
100000,-. Hinzu kommt, daB bei Verwendung z. B. von Cy-5 markierten Sonden, 
die Epifluoreszenzmikroskope zusatzlich mit einer hochwertigen CCD-Kamera 
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ausgestattet sein mussen (Preis zwischen DM 30000,- und DM 50000,-). Aus 
diesem Grund stellt das erfindungsgemaBe Verfahren eine wesentlich billigere 
MeBmethode dar, als die zeitaufwendige Quantifizierung am Epifluoreszenz- 
mikroskop. Uberdies sind die laufenden Kosten des erfindungsgemaBen Verfahrens 
5 mittels Fluorometer wesentlich geringer als die des herkommlichen Verfahrens 
mittels Epifluoreszenzmikroskopie. Dies liegt vor allem daran. daB die 
Quecksilberhochdrucklampen (DM 450,-- pro Stuck) der Epifluoreszenzmikroskope 
aus Qualitats- und Sicherheitsgriinden spatestens alle 100 Betriebsstunden erneuert 
werden mussen. Das enorm zeitaufwendige Zahlen spezifisch markierter Zellen unter 

1 0 dem Mikroskop flihrt somit zu einem hohen LampenverschleiB. Die 

Xenonbogenlampe eines Fluorometers (DM 3000,-) hat selbst bei intensiver 
Auslastung des Gerates eine Haltbarkeit von 1 bis 3 Jahren. Einen zusatzlichen 
Kostenfaktor stellen auch die fur die Messung benotigten Personalkosten dar. 
Wahrend die quantitative Analyse einer Umweltprobe mittels des herkommlichen 

1 5 Verfahrens vor allem beim Einsatz mehrerer Sonden mehrere Tage in Anspruch 
nimmt, sollte das erfindungsgemaBe Verfahren diese Aufgabe innerhalb weniger 
Stunden erledigen. Fiir die Hybridisierung und Extraktion wird ein Zeitaufwand von 
3 Stunden benotigt, die Quantifizierung im Fluorometer wird nur wenige Minuten in 
Anspruch nehmen. Die Quantifizierung konnte auch von ungeschulten Kraften 

20 vorgenommen werden, wohingegen bei dem herkommlichen Verfahren die visuelle 
Quantifizierung die Fahigkeiten eines Spezialisten erfordert. 

Damit wird erfmdungsgemaB ein Verfahren bereitgestellt, das im Vergleich mit den 
herkommlichen Verfahren umweltfreundlicher sowie schneller und leichter 
25 durchzufuhren ist. 
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Obwohl die Erfindung im wesentlichen mit Bezug auf fluoreszenzmarkierte 
Sondenmolekiile beschrieben worden ist, versteht es sich von selbst, daB die 
genannten Vorteile bei Venvendung anderer Marker ebenfalls gegeben sind. 

5 ErfmdungsgemaB wird weiterhin ein Kit zur Durchfiihrung des Verfahrens zum 
Nachweisen von Mikroorganismen in einer Probe bereitgestellt. Der Inhalt eines 
solchen Kits richtet sich im wesentlichen nach der Natur des nachzuweisenden 
Mikroorganismus. Er umfaBt als wichtigsten Bestandteil eine fur den jeweils 
nachzuweisenden Mikroorganismus spezifische Nukleinsauresonde sowie eine 

10 weitere Nukleinsauresonde, mit der eine Negativkontrolle durchgefuhrt werden kann. 
Dariiber hinaus umfaBt er einen Hybridisierungspuffer und gegebenenfalls einen 
Lysepuffer. Die Wahl des Hybridisierungspuffers hangt in erster Linie von der Lange 
der verwendeten Nukleinsauresonden ab. So mussen, wie dem Fachmann bekannt ist, 
fur die Hybridisierung einer Nukleinsauresonde von 15 Nukleotiden Lange weniger 

1 5 stringente Bedingung gewahlt werden als fur die Hybridisierung einer Sonde von 75 
Nukleotiden Lange. Beispiele fur Hybridisierungsbedingungen sind z. B. in Stahl & 
Amann (1991) in Stackebrandt u. Goodfeilow (Hrsg.), Nucleic Acid Techniques in 
Bacterial Systematics; John Wiley & Sons Ltd., Chichester, UK, angegeben. 

20 Die Zusammensetzung des Lysepufifers ist ebenfalls vom jeweiligen 

Mikroorganismus abhangig. So sind zur Lyse von Virushullen, Zellwanden Gram- 
positiver oder Gram-negativer Bakterien, Zellmembranen von Hefe oder Algen 
jeweils leicht unterschiedliche Bedingungen erforderlich, die ohne weiteres in der 
Literatur festgestellt werden konnen. 

25 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der erfindungsgemaBe Kit spezifische 
Sonden zum Nachweis von Bakterien der Gattung Salmonella. In einer besonders 
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bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei dem Nukleinsauresondenmolekul 
zum spezifischen Nachweis eines Mikroorganismus urn die Nukleinsauresequenz 

Salm63 : S'-TCGACTGACTTCAGCTCC-S' 

5 

und bei der Negativkontrolle um die Sequenz 

NonSalm: 5'-GCTAACTACTTCTGGAGC-3' 

10 oder um Nukleinsauresondenmolekiile, die sich von Salm63 und/oder NonSalm 
durch eine Deletion und/oder Addition unterscheiden, wobei die Fahigkeit dieser 
Sonden, mit Sa/morte/Za-spezifischer Nukleinsaure zu hybridisieren, erhalten bleibt, 
oder um Nukleinsauresondenmolekiile, die mit den zuvor genannten Nukleinsauren 
hybridisieren konnen. 

15 

Die folgenden Abbildungen und die Beispiele dienen der Erlauterung der Erfindung 
und sollen nicht in einschrankender Weise ausgelegt werden. 



20 Abbildungen 

Abbildung 1 veranschaulicht, wie das erfindungsgemafie Verfahren zur Detektion 
von Zellen eines Typs A eingesetzt werden kann, wahrend gleichzeitig die 
Anwesenheit von Zellen eines Typs B ausgeschlossen wird. Dazu werden 
25 Nukleinsauresonden, die fur die Zelltypen A und B spezifisch sind, bereitgestellt und 
mit der zu untersuchenden Probe hybridisiert. Wahrend des 
Hybridisierungsvorganges dringen die verschiedenartig markierten Sonden A und B 
in die Zellen vom Typ A und C ein. Nur die Zelle vom Typ A enthalt 



BNSDOCID: <WO 0068421A2_I_> 



WO 0D/6842I 



PCT/EP00/03989 



-20- 



Zielnukleinsaure mit den Bindungsstellen fur Sonden vom Typ A, nicht jedoch die 
Zelle C. Dariiber hinaus besitzt keine der beiden Zellen Bindungsstellen fur Sonden 
vom Typ B. der deshalb nicht gebunden wird. Nach dem anschlieBenden 
Waschschritt befinden sich nur noch gebundene Nukleinsauresonden vom Typ A in 
5 den Zellen. 

Die Mischung von Zellen, die zum Teil Nukleinsauresondenmolekule vom Typ A 
gebunden haben, wird einem Abloseschritt unterworfen. AnschlieBend konnen die 
nun abgelosten Nukleinsauresondenmolekule vom Typ A quantifiziert werden. 

10 

Abbildung 2 zeigt das Ergebnis einer Hybridisierung von 10 in H-Milch inokulierten 
S. typhimurium LT2 Zellen nach 13stiindiger Inkubation bei 37°C, 40 % im HP, 
HVL400. 

15 Ansatz mit Salmonellen: 

Salm63-Cy3 erfaBt Salmonella spec, stellt spezifisches Signal dar 

non 1 5-Cy3 Nonsense-Sonde, reprasentiert unspezifische Bindung und 

Hintergrund 
(Kontrolle 1) 

20 

Ansatz ohne Salmonellen: 

Salm63-Cy3 erfafit Salmonella spec, reprasentiert den Hintergrund mit der 
Salmonellen-spezifischen Sonde, da in diesem Ansatz keine Salmonellen vorhanden 
waren (Kontrolle 2) 

25 
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BEISPIEL 1 

Nachweis von Bakterien der Gattung Salmonella in Milch 

5 

1 . Allgemeine Beschreibung: 

Das nachfolgend beschriebene Verfahren, im Rahmen dieser Erfindung 
"SalmoQuick-Verfahren" genannt, dient zur qualitativen Analyse von Bakterien der 
Gattung Salmonella in Lebensmitteln auf der Grundlage des erfindungsgemaBen 
10 Verfahrens. Die Identifizierung von Salmonellen erfolgt in 24 Stunden; dadurch 
ergibt sich ein erheblicher Geschwindigkeitsvorteil gegenuber konventionellen 
Methoden, die fur eine Identifizierung je nach taxonomischer Genauigkeit zwischen 
5 und 14 Tagen benotigen. 

15 2. Grundprinzip: 

Salmonellen in Milch werden durch gegen rRNA-gerichtete fluoreszenzmarkierte 
Oligonukleotidsonden spezifisch erfaBt. Nach entsprechend stringenten 
Waschschritten werden die gebundenen Sonden wieder von ihren Zielstellen in den 
Bakterien abgelost und in einem Fluorometer quantifiziert. Durch die Hohe des 

20 erhaltenen Signals im Fluorometer kann eine Aussage dariiber getroffen werden, ob 
in der Milch Salmonellen anwesend sind oder nicht. 

3. Kurzbeschreibung: 

Die Milchprobe, die auf die Anwesenheit von Salmonellen untersucht werden soli, 
25 wird mehrere Stunden inkubiert. Auf diese Weise wird sichergestellt, daB durch die 
Vermehrung der eventuell in der Milch vorhandenen Salmonellen erstens geniigend 
Zielstellen fur die Detektion mit Sonden vorhanden sind und zweitens nur lebende 
Salmonellen identifiziert werden. Ein Populationsshift durch die mehrstundige 
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Inkubation ist unschadlich. da es nur urn die Gegenwart oder Abwesenheit von 
Salmonellen' nicht jedoch urn den Nachweis aller Bakterien geht. Nach der Zentri- 
fugation und der Fixierung der Zellen, wahrend der die Zellen fur die Sonden 
zuganglich gemacht werden. konnen durch einen Lyseschritt die die anschlieBende 
5 Hybridisierung storenden Proteine ausreichend gut entfernt werden. Wahrend der 
anschlieBenden Hybridisierung binden unter ausreichend stringenten Bedingungen 
die fluoreszenzmarkierten Oligonukleotidsonden spezifisch an die rRNA oder 
Bakterien der Gattung Salmonella Der anschlieBende Waschschritt sorgt fur eine 
Entfernung der nicht gebundenen Sonden. Wahrend einer weiteren 
1 0 Behandlungsprozedur werden die spezifisch gebundenen Sonden aus den Zellen 
extrahiert. Die Fluoreszenzfarbstoffe dieser Sonden konnen dann in einem 
Fluorometer quantifiziert werden. Die Hohe des erhaltenen Signals gibt Auskunft 
dariiber, ob Salmonellen in der Milchprobe vorhanden waren oder nicht. 

1 5 4. Technische Ausstattung: 

4.1 Vorbereitung der Probe 

Zur Probenvorbereitung werden benotigt: 

• ProbengefaB (Greiner, Nurtingen) 
20 • Rundschuttler 

• Greiner-Zentrifiige (8000 Umdrehungen / Minute) 

• Tischzentriftige ( 1 4000 Umdrehungen / Minute) 

4.2 In situ-Hybridisierung 

25 Fur die in situ-Hybridisierung werden benotigt: 

• Tischzentriftige ( 1 4000 Umdrehungen / Minute) 

• Heizblock und Wasserbad oder zwei Heizblocke 

• Hybridisierungsofen 
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4.3 Quantifizierungsgerat 

• Fluorometer, Chemiluminometer oder Szintillator 
5 5. Materialien 

5.1 Vorbereitung der Probe 

Folgende Materialien wurden zur Verarbeitung der Probe einschlieBlich der 
Zellfixierung verwendet: 
10 • 9 ml Saline-Rohrchen 0,9 % NaCl in H 2 O dcs t. 

• Tryptic Soy Medium (TS-Medium) 

Casein Pepton 15,0 g 

Soja Pepton 5,0 g 

15 NaCl 5,0 g 

H 2 O dC st. , ad 11 pH7,3 

• Lyse-Puffer: 

Na 2 HP0 4 100 mM 

20 NaCl 150mM 

EDTA lOmM 

NaOH 40 mM 

• PBS-Stammlosung (Na x P0 4 ) 
25 200mMNaH 2 PO 4 

200 mM Na 2 HP0 4 pH 7,2 - 7,4 

• 3xPBS-L6sung 
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390 mM NaCl 



30 mM Na x P0 4 (PBS-Stammlosung) 



pH 7,2 - 7,4 



• 1 x PBS-Ldsung 



5 



130mM NaCl 



10 mM Na x P0 4 (PBS-Stammlosung) 



pH 7,2 - 7,4 



• 4% Paraformaldehydlosung (PFA): 

Herstellbar durch Zugabe von 3 g Paraformaldehyd zu 30 ml auf 60°C erhitztem 
10 H20bidcsi.; tropfenweise Zugabe von 1 M NaOH bis zum vollstandigen Losen des 
Paraformaldehyds; anschlieBend Hinzufugen von 16,6 ml 3 x PBS, Abkiihlung der 
Losung auf ca. 20°C; Einstellen des pH-Wertes mit 1 M HC1 auf 7,2 - 7,4; 
Sterilfiltration der fertigen PFA-Losung iiber einen 0,2^m-Filter (MILLIPORE, 
Eschborn). Die Losung kann bei 4°C fiir ca. eine Woche aufbewahrt werden; 
1 5 Einfrieren iiber mehrere Monate ist ebenfalls moglich. 

5.2 In situ-Hybridisierung 

• Formamid (Merk, Darmstadt) 

• Sonden-Arbeitslosungen zu je 50 ng/^il (spezifische und unspezifische Sonde) 



20 



Ablosepuffer (2 ml): 
0,01 M Tris/HCl 



pH 9,0 



Hybridisierungspuffer (HP, 2 ml mit x% Formamidgehalt): 



25 



5 M NaCl 360 |il 

1 M Tris/HCl pH 8,0 40 nl 

Formamid y \i\ 

10%(w/v)SDS 2 nl 



006842 1A2 I > 



WO 00/68421 



PCT/EP00/03989 



-25- 



adH 2 Obidest. 2 ml 

Waschpuffer (2 ml): 

SMNaCl 18,4 |il 

5 lMTris/HCI pH 8,0 40 \il 

0,5 M EDTA pH 8,0 20 ^1 

10%(w/v)SDS 2\il 
ad H 2 Obidest. 2 ml 

10 Sonden: 

Salm63: S'-TCGACTGACTTCAGCTCC^' 
NonSalm: 5-GCTAACTACTTCTGGAGC-3' 
verwendeter Fluoreszenzfarbstoff: Cy3 



15 



20 



25 



6. Durchfiihrung 

6.1 Vorbereitung der Milch 

1 . Milchproben und TS-Medium ca. 20 min auf 37°C vorwarmen. 

2. Zugabe von 25 ml vorgewarmtem TS-Medium zu 25 ml vorgewarmter Milch in 
einem 50 ml fassenden ProbengefaB. 

3. Inkubation bei 30° iiber Nacht (13 Stunden) auf dem Rundschtittler. 

4. Zentrifugation der 50 ml ProbengeMe zur Zellernte bei 8000 Umdrehungen/min 
fur 8 min. 
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5. Resuspension des Pellets mit 25 ml Lysepuffer zur Trennung von Proteinen und 
Fetten der Milch von den Zellen und anschlieBende Inkubation fur 1 0 min bei RT 
(Raumtemperatur). 

5 6. Zentrifugation fiir 8 min bei 8000 Umdrehungen/min. 

7. Wiederholung der Resuspension und Inkubation mit Lysepuffer (siehe 5.) 

8. Zentrifugation fiir 8 min bei 8000 Umdrehungen/min. 

10 

9. Resuspension der pelletierten Zellen in 600 |il 1 x PBS und Uberfuhrung in ein 
Eppendorf-ReaktionsgefaB. Spiilen des 50 ml ProbengefaBes mit 600 jil 1 x PBS. 

10. Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/min fur 
15 6 min. 

1 1 . Verwerfen des Uberstandes und Resuspension der Zellen in 1 ml 1 x PBS. 

12. Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/min fur 
20 6 min. 

13. Verwerfen des Uberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 200 |al 
1 x PBS. 

25 14. Zugabe von 600 ^1 einer frisch hergestellten 4%igen Paraformaldehydlosung. 
15. Inkubation fur 1 Stunde bei 4°C. 
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16. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min. 

17. Verwerfen des Uberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 1 ml 1 
xPBS. 

5 

1 8. Zentrifugation bei 1 4000 Umdrehungen/min fur 6 min. 

19. Verwerfen des Uberstandes (Pellet verbleibt im Cap). 

10 

6.2 In situ-Hybridisierung 

1. Vorwarmen des Hybridisierungspuffers auf 48°C im Wasserbad oder im 
Heizblock fur ca. 20 min. 

15 

2. Uberfuhrung der Eppendorf-Reaktionsgefafie (mit dem zuriickgebliebenen 
Zellpellet) auf den Heizblock (auf 80°C vorgeheizt) und Inkubation fur 5 min bei 
80°C. 

20 3. Nach der 5 miniitigen Inkubation bei 80°C Zugabe von 80 ^1 des vorgewarmten 
Hybridisierungspuffers in jedes Eppendorf-ReaktionsgefaB. 

4. Zugabe von je 2,5 \il der frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung "Salm63-Cy3 M 
zu zwei der vier Milchproben-Ansatze. 

25 

5. Zugabe von je 2,5 \il der frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung M nonSalm63- 
Cy3" zu den beiden verbleibenden Milchproben-Ansatzen. 
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6. Heftig Durchmischen der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fiir 10 Sekunden und 
kurzes (2 Sekunden) Abzentrifugieren mittels einer kleinen Tischzentrifuge. 

7. Inkubation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 2 Stunden bei 46°C im 

5 Hybridisierungsofen oder im Wasserbad bzw. Heizblock (Hybridisierung der 
Sonde mit der Zielsequenz unter stringenten Bedingungen). 

8. Vorwarmen des Waschpuffers auf 48°C im Wasserbad oder im Heizblock. 

10 9. Nach Inkubation fur 2 Stunden bei 46°C Zentrifiigation der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min, 

lO.Vollstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 ^1-Pipette 
ohne das Pellet zu beriihren. 



15 



20 



25 



1 l.Zugabe von 100 \il vorgewarmtem Waschpuffer, heftiges Durchmischen der 
Eppendorf-ReaktionsgefaBe fiir 5 Sekunden und Uberfuhrung ins Wasserbad bei 
48°C fur 20 Minuten (Entfernen der nicht gebundenen Sondenmolekiile unter 
stringenten Bedingungen). 

12. Vorwarmen des Ablosepuffers auf 80°C im Heizblock. 

13. Nach 20 minutiger Inkubation bei 48°C Zentrifiigation der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/min. fur 6 min. 

H.Vollstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 nl-Pipette 
ohne das Pellet zu beriihren. 



BNSOOCID: <WD nOfiM?1A? I > 



WO 00/68421 



PCT/EP00/03989 



-29- 



15.Zugabe von 1 10 |il vorgewarmtem Ablosepuffer, heftiges Durchmischen der 
Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 5 Sekunden und Uberfiihrung auf den Heizblock 
auf 80°C flir 1 5 min (Ablosung der Sonde von der Zielsequenz). 

5 1 6.Nach 1 5 miniitiger Inkubation bei 80°C Zentrifugation der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/min fur 6 min. 

17. Vorsichtige Uberfiihrung des Oberstandes mit einer 200 |il-Pipette ohne das Pellet 
zu beriihren in neue 1,5 ml ReaktionsgefaBe und anschlieBend Lagerung auf Eis 

1 0 im Dunkeln bis zur Vermessung. 

1 8. Fluorometer anschalten und die Wellenlangen auf 550 nm zur Anregung 
(„Excitation wavelength") und auf 570 nm („Emission wavelength") zur Messung 
der Emission des Cy3-Farbstoffes einstellen. 

15 

19. High Voltage Level auf die gewunschte Empfindlichkeit einstellen (400 bis 800 
HVL). 

20.107 \xl Ablosepuffer in eine Prazisionsglaskiivette fur die Fluorometrie fullen. 

20 

21 .Fluorometer auf Null stellen ("Autozero"). 

22. Eppendorf-ReaktionsgefaBe kurz vor der Vermessung 5 Sekunden in der Hand 
auf Raumtemperatur vorwarmen. 

25 

23. Einfullen des die abgeloste Sonde enthaltenden Ablosepuffers in die 
Prazisionsglaskiivette fur die Fluorometrie und Vermessung des Signals. 
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24. Ablesen des Signals nach 10 Sekunden. da nach dem Offnen der Abdeckung des 
Lichtkanals das Signal nach 5 bis 8 Sekunden stabil ist. 

25. Fluoreszenzwert der untersuchten Milchprobe = Fluoreszenzwert der mit 

5 "Salm63-Cy3" hybridisierten Milchprobe abziiglich dem Fluoreszenzwert der mit 
"nonSalm-Cy3" hybridisierten Milchprobe. 



7, Ergebnis 

Das Ergebnis des oben beschriebenen Versuches ist in Abb. 2 gezeigt. Es ist 
10 eindeutig zu sehen, dafi das Salmonellen-spezifische Signal um ein Vielfaches hoher 
ist als eine ebenfalls geprufte unspezifische Bindung. Auch der Sondenhintergrund 
war kaum nachweisbar. 
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BEISP1EL 2 

Nachweis von Bakterien der Gattung Salmonella in 25 ml Milch bzw. 25 g 
Milchpulver 

5 

Ansatz von zwei Milchproben von je 25 ml bzw. 25 g zur Hybridisierung mit den 



M Salm63-Cy3" (Cy3-5'-TCGACTGACTTCAGCTCC-3') und M nonSalm-Cy3 M 
(Cy3-5'-GCTAACTACTTCTGGAGC-3'). 

10 

A. Zellfixierung: 
Laborausstattung: 

• 100 ml- und 1 1-ErlenmeyerkoIben 
15 • Rundschuttler 

• ProbengefaB (Greiner, Niirtingen) 

• Greiner Zentrifuge (8000 Umdrehungen / Minute) 

• Tischzentrifiige (14000 Umdrehungen / Minute) 

20 Materialien: 

• 9 ml Saline-Rohrchen 0,9 % NaCl in H 2 O d cst 

• gepuffertes Peptonwasser (nach §35 LMBG) mit Malachitgriinzusatz 



Sonden 



25 



Fleisch Pepton 
NaCl 

Dinatriumhydrogenphosphat (*12 H2O) 
Kaliumdihydrogenphosphat 
Malachitgriin (Oxalat) 
H 2 O d cst 



10,0 g 
5,0 g 
9,0g 
U g 
0,lg 



ad 11 



pH 7,2+/- 0,2 
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225 ml-Portionen in 1 1-Erlenmeyerkolben und 30 ml-Portionen in 100 ml- 
Erlenmeyerkolben abfiillen und 15 min bei 121 °C autoklavieren. 

5 • Lyse-Puffer: 

Na 2 HP0 4 100 mM 

NaCl 150 mM 

EDTA lOmM 
NaOH 40 mM 

10 

Zur PFA-Zellfixierung verwendete Losungen: 

• PBS-Stammlosung (Na x P0 4 ) 

200 mM NaH 2 P0 4 

200 mM Na 2 HP0 4 pH 7,2 - 7,4 

15 

• 3xPBS-L6sung 

390 mM NaCl 

30 mM Na x P0 4 (PBS-Stammlosung) pH 7,2 - 7,4 

20 • 1 x PBS-L6sung 
130 mM NaCl 

10 mM Na x P0 4 (PBS-Stammlosung) pH 7,2 - 7,4 

• 4% Paraformaldehydlosung (PFA): 

25 Herstellbar durch Zugabe von 3 g Paraformaldehyd zu 30 ml auf 60°C erhitztem 
H20 b jdest.; tropfenweise Zugabe von 1 M NaOH bis zum vollstandigen Losen des 
Paraformaldehyds; anschlieBend Hinzufugen voii 16,6 ml 3 x PBS, Abkuhlung der 
Losung auf ca. 20°C; Einstellen des pH-Wertes mit 1 M HC1 auf 7,2 - 7,4; 
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Sterilfiltration der fertigen PFA-Losung uber einen 0,2|im-Filter (MILLIPORE, 
Eschborn). Die Losung kann bei 4°C fur ca. eine Woche aufbewahrl werden; 
Einfrieren uber mehrere Monate ist ebenfalls moglich. 

5 Durchfuhrung: 

1. 225 ml gepuffertes Peptonwasser mit Malachitgrunzusatz auf 37 °C ca. 1 Stunde 
vorwarmen. 

2. Zugabe von 25 ml Milch bzw. 25 g Milchpulver zu 225ml vorgewarmtem 
1 0 gepufferten Peptonwasser mit Malachitgrunzusatz und griindlich mischen. 

3. Inkubation fur 7,5 Stunden bei 37°C auf dem Rundschuttler. 

4. Sterile Entnahme von 1 ml aus inkubiertem Ansatz und Uberfuhrung in 30 ml 
1 5 gepuffertes Peptonwasser mit Malachitgrunzusatz. 

5. Inkubation uber Nacht (mind. 14 Stunden) bei 37°C auf dem Rundschuttler. 

6. Uberfuhrung der inkubierten 30 ml-Ansatze in 50 ml-ProbengefaBe zur Zellernte. 

20 

7. Zentrifugation der Probengefafle bei 8000 Umdrehungen/min fur 8 min. 

8. Resuspension des Pellets mit 20 ml Lysepuffer zur Trennung von Proteinen und 
Fetten der Milch von den Zellen und anschlieBende Inkubation fur 10 min bei RT. 

25 

9. Zentrifugation fur 8 min bei 8000 Umdrehungen/min. 
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10. Resuspension der pelletierten Zellen in 600 ^1 1 x PBS und Uberfiihrung in ein 2 
ml-ReaktionsgefaB. Spuien des 50 ml ProbengefaBes mit 600 |al 1 x PBS. 

1 1 . Zentrifugation der ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/min fur 6min. 

5 

12. Verwerfen des Uberstandes und Resuspension der Zellen in 1 ml 1 x PBS. 

13. Zentrifugation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/min fur 
6min. 

10 

14. Verwerfen des Uberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 450 |il 
1 x PBS. 

15. Zugabe von 1350 \il einer frisch aufgetauten Paraformaldehydlosung. 

15 

16. Inkubation fur 1 Stunde bei 4°C. 

17. Uberfiihrung von je 800 jil in zwei 1,5 ml-Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur die 
anschlieBende Hybridisierung mit "Saln^-CyS" und "nonSalm-Cy3". 

20 

18. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

19. Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes und vollstandige Resuspension des 
Pellets in 1 ml 1 x PBS. 

25 

20. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

21. Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes (Pellet verbleibt im Cap). 
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B. Hybridisierung 

Laborausstattung: 
5 • Tischzentrifuge (14000 Umdrehungen / Minute) 

• Fluorometer (Kontron Instruments SFM 25) 

• Heizblock und Wasserbad oder zwei Heizblocke (48°C und 80 °C) 

• Hybridisierungsofen (46°C) 

10 Materialien 

• Formamid (Merck, Darmstadt) 

• Sonden-Arbeitslosungen zu je 50 ng/\x\: 25 \il n Salm63-Cy3 M , 25 ^1 "nonSalm- 



Cy3 



15 Ablosepuffer (2 ml): 
0,01 M Tris/HCl 



pH9,0 



Hybridisierungspuffer (2 ml mit 40% Formamidgehalt): 



5 M NaCl 360 p.1 



20 1 M Tris/HCl pH8,0 40^1 

Formamid 800 |il 

10%(w/v)SDS 2nl 

HjObidest ad 2 ml 



25 Waschpuffer(2ml): 



5 M NaCl 



18,4 nl 
40 nl 
20 nl 



1 M Tris/HCl pH 8,0 
0,5MEDTApH8,0 
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10%(w/v)SDS 2\xl 
H20bidest ad 2 ml 

Durchfiihrung: 

5 1 . Vorwarmen des Hybridisierungspuffers auf 48 °C im Wasserbad oder im 
Heizblock fur ca. 20 min. 

2. Uberfuhrung der Eppendorf-ReaktionsgefaBe (mit dem zunickgebliebenen 
Zellpellet) auf den Heizblock (auf 80°C vorgeheizt) und Inkubation fur 5 min bei 

10 80 °C. 

3. Nach der Inkubation bei 80 °C fiir 5 min Zugabe von 160 ^1 des vorgewarmten 
Hybridisierungspuffers in jedes Eppendorf-ReaktionsgefaB. 

15 4. Zugabe von je 3,0 jil der frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung "Salm63-Cy3 n 
zu den zwei Paralleiansatzen. 

5. Zugabe von je 3,0 \i\ der frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung "nonSalm- 
Cy3" zu den beiden verbleibenden Paralleiansatzen. 

20 

6. Wirlen (Vortexen) der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 10 Sekunden und kurzes (2 
Sekunden) Abzentrifugieren mittels einer kleinen Tischzentrifuge. 

7. Inkubation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fur 2 Stunden bei 46 °C im 

25 Hybridisierungsofen oder im Wasserbad bzw. Heizblock (Hybridisierung der 
Sonde mit der Zielsequenz unter stringenten Bedingungen). 

8. Vorwarmen des Waschpuffers auf 48 °C im Wasserbad oder im Heizblock. 
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9. Nach der Inkubation fur 2 Stunden bei 46 °C Zentrifugation der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

5 1 0. Vollstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 
Pipette ohne das Pellet zu beriihren. 

1 1. Zugabe von 180 jil vorgewarmtem Waschpuffer, Wirlen der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe fur 5 Sekunden und Uberfuhrung ins Wasserbad bei 48 °C fur 20 

1 0 Minuten (Entfernen der nicht gebundenen Sondenmolekule unter stringenten 
Bedingungen. 

12. Vorwarmen von ca. 1,4 ml Ablosepuffer auf 80 °C im Heizblock. 

15 13. Nach Inkubation bei 48 °C fur 20 min Zentrifugation der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe bei 14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

14. VollstSndiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 
Pipette ohne das Pellet zu beriihren. 

20 

15. Zugabe von 130 \i\ vorgewarmtem Ablosepuffer, Wirlen der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe fur 5 Sekunden und Uberfuhrung auf den Heizblock auf 80 °C 
fur 15 Minuten (Ablosung der Sonde von der Zielsequenz). 

25 1 6. Nach Inkubation bei 80°C fur 1 5 min Zentrifugation der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe bei 
14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 



BNSDOCID: <WO 0068421A2_I_> 



WO 00/68421 



PCT/EPOO/03989 



-38- 



17.Vorsichtige Uberfiihrung des Uberstandes mit einer 200 ^l-Pipette ohne das Pellet 
zu beriihren in neue 1,5 ml-Reaktionsgefafie und anschlieliend Lagerung auf Eis 
im Dunkeln bis zur Vermessung. 

5 1 8.Fluorometer anschalten und die Wellenlangen auf 550 nm zur Anregung 

("Excitation wavelength") und auf 570 nm ("Emission wavelenght") zur Messung 
der Emission des Cy3-Farbstoffes einstellen. 

19. High Voltage Level auf die gewunschte Empfindlichkeit einstellen (400 bis 800 
10 HVL). 

20. 108 p.! Ablosepuffer in eine Prazisionsglaskuevette fur die Fluorometrie fullen. 

21. Fluorometer auf Null stellen ("Autozero"). 

15 

22. Eppendorf-Reaktionsgefafie kurz vor der Vermessung 5 Sekunden in der Hand 
auf Raumtemperatur vorwarmen. 

23. Einfiillen des die abgeloste Sonde enthaltenden Ablosepuffers in die 

20 Prazisionsglaskuevette fiir die Fluorometrie und Vermessung des Signals. 

24. Ablesen des Signals nach 10 Sekunden, da nach dem Offnen der Abdeckung des 
Lichtkanals das Signal nach 5 bis 8 Sekunden stabil ist. 

25 25. Fluoreszenzwert der untersuchten Milchprobe = Fluoreszenzwert der mit 

"Salm63-Cy3 tf hybridisierten Milchprobe abzuglich dem Fluoreszenzwert der mit 
"nonSalm-Cy3" hybridisierten Milchprobe. 
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BEISPIEL 3 

Anwendung der Fast-FISH-Technik zur relativen Quantifizierung von 
Bakterienpopulationen in Belebtschlamm (am Beispiel PPx3) 

5 

A. Zellfixierung: 

Laborausstattung: 

• 2 ml-ReaktionsgefaBe 

1 0 • Tischzentrifuge ( 1 4000 Umdrehungen / Minute) 

Zur PFA-Zellfixierung verwendete Losungen: 

• PBS-Stammlosung (Na x P0 4 ) 

200mMNaH 2 PO 4 
1 5 200 mM Na 2 HP0 4 pH 7,2 - 7,4 

• 3xPBS-L6sung 

390mMNaCl 

30 mM Na x P0 4 (PBS-Stammlosung) pH 7,2 - 7,4 

20 

• 1 x PBS-L6sung 

130mMNaCl 

1 0 mM Na x P0 4 (PBS-Stammlosung) pH 7,2 - 7,4 

25 • 4% Paraformaldehydlosung (PFA): 

Herstellbar durch Zugabe von 3 g Paraformaldehyd zu 30 ml auf 60°C erhitztem 
H20bidest.; tropfenweise Zugabe von 1 M NaOH bis zum vollstandigen Losen des 
Paraformaldehyds; anschlieBend Hinzufugen von 16,6 ml 3 x PBS, Abkuhlung der 
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Losung auf ca. 20°C; Einstellen des pH-Wertes mit 1 M HC1 auf 7,2 - 7,4; 
Sterilfiltration der fertigen PFA-Ldsung uber einen 0,2 urn-Filter (MILLIPORE, 
Eschbom). Die Losung kann bei 4°C fiir ca. eine Woche aufbewahrt werden; 
Einfrieren uber mehrere Monate ist ebenfalls moglich. 

5 

Durchfuhrung: 

1. Zugabe von drei Teilen 4 %iger Paraformaldehydlosung zu einem Teil frisch 
gezogener Belebtschlammprobe (z.B. 30 ml 4 %ige Paraformaldehydlosung zu 10 
ml Belebtschlamm). 

10 

2. Inkubation fur 3 Stunden bei 4°C. 

3. Zentrifiigation bei 8000 Umdrehungen/ min fiir 6min. 

15 4. Verwerfen des Uberstandes und vollstandige Resuspension des Pellets in 1 ml 1 x 
PBS. 

5. Zentrifiigation bei 8000 Umdrehungen/ min fur 6min. 
20 6. Verwerfen des Uberstandes (Pellet verbleibt im Cap). 

7. Resuspension des Pellets mit 250 ^1 1 x PBS. 

8. Zugabe von 250 °C-kaltem Ethanol. 

25 

9. Griindlich wirlen und gegebenenfalls bei -18 °C lagern (fixierte 
Belebtschlammprobe). 
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B. Hybridisierung 
Laborausstattung: 

• Tischzentrifuge ( 1 4000 Umdrehungen / Minute) 
5 • Fluorometer 

• 1 Heizblock und 1 Wasserbad, oder 2 Heizblocke 

• Hybridisierungsofen 

Materialien: 

• Eppendorf 1 ,5 ml ReaktionsgefaBe 

• Formamid (Merck, Darmstadt) 

• Sonden-Arbeitsldsungen zu je 50 ng / ul: 
25 ul "PPx3 655-Cy3 " : 5'- ACC CTC CTC TCC CGG TCT -3' 
alternativ zu PPx3 655-Cy3 kann PPx3 1428-Cy3 verwendet werden 

'* PPx3 1428-Cy3 5'- TGG CCC ACC GGC TTC GGG -3' 
25 ul "Nonl5-Cy3": 5'- GCT AAC TAC TTC TGG AGC - 3' 
25 ul „Nonl 5-Cy5": 5'- GCT AAC TAC TTC TGG AGC - 3" 
25 ul "3xEUB-Cy3": I 5'- GCT GCC TCC CGT AGG AGT - 3' 

II 5'- GCA GCC ACC CGT AGG TGT - 3' 

III 5'- GCT GCC ACC CGT AGG TGT - 3' 
25 ul „3xEUB-Cy5" I 5'- GCT GCC TCC CGT AGG AGT - 3" 

II 5'- GCA GCC ACC CGT AGG TGT - 3' 

III 5'- GCT GCC ACC CGT AGG TGT - 3' 

25 Ablosepuffer (2 ml): 
0,01 MTris/HCl pH 9,0 



10 



15 



20 
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Hybridisierungspuffer: (2 ml mit 20% Formamidgehalt): 



5 M NaCl 360 nl 

1 M Tris/HCl pH8,0 40 \i\ 

Formamid 400 [i\ 

5 10%(w/v)SDS 2 Ml 

H20bidcst ad 2 ml 

Waschpuffer (2ml): 

5 M NaCl 86 nl 

10 1 M Tris/HCl pH 8,0 40 nl 

0,5MEDTApH 8,0 20 ^1 

10%(w/v)SDS 2^1 

H20 bidest ad 2 ml 



1 5 Ansatz ( genaues Vorgehen: siehe "Durchfiihrung"): 

1. 2x definiertes Volumen fixierte Belebtschlammprobe (10 bis 100 |il) + 3xEub- 
Cy3 

2. 2x definiertes Volumen fixierte Belebtschlammprobe + 3xEub-Cy5 
3. 2x definiertes Volumen fixierte Belebtschlammprobe + Nonl5-Cy3 

20 4. 2x definiertes Volumen fixierte Belebtschlammprobe + Nonl 5-Cy5 

5. 2x definiertes Volumen fixierte Belebtschlammprobe + 3xEub-Cy5 + PPx3 655- 
Cy3 

Durchfiihrung: 

25 1 . Vorwarmen des Hybridisierungspuffers auf 48 °C im Wasserbad oder im 
Heizblock fur ca. 20 min. 
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2. Uberfiihrung eines definiertes Volumens PFA-fixierter Belebtschlammprobe (10 
bis 100 \x\) in Eppendorf-ReaktionsgefaBe 

3. Zentrifugation bei 14000 Umdrehungen/min fiir 6 min. 

5 

4. Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 |il-Pipette ohne das 
Pellet zu 

beriihren. 

10 5. Oberfiihrung der Eppendorf-ReaktionsgefaBe (mit dem zuriickgebliebenen 

Zellpellet) auf den Heizblock (auf 80 °C vorgeheizt) und Inkubation fiir 5 min bei 
80 °C. 

6. Nach der Inkubation bei 80 °C fiir 5 min Zugabe von 80 jil des vorgewarmten 
1 5 Hybridisierungspuffers in jedes Eppendorf-ReaktionsgefaB. 

7. Zugabe von je 2,5 ^1 der entsprechenden frisch aufgetauten Sonden-Arbeitslosung 
zu den Belebtschlamm-Ansatzen (siehe unter "Ansatz"). 

20 8. Wirlen der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fiir 10 Sekunden und kurzes (2 Sekunden) 
Abzentrifugieren mittels einer kleinen Tischzentrifuge. 

9. Inkubation der Eppendorf-ReaktionsgefaBe fiir 2 Stunden bei 46 °C im 
Hybridisierungsofen oder im Wasserbad bzw. Heizblock (Hybridisierung der 

25 Sonde mit der Zielsequenz unter stringenten Bedingungen). 

10. Vorwarmen des Waschpuffers auf 48 °C im Wasserbad oder im Heizblock. 
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1 1. Nach der Inkubation fur 2 Stunden bei 46 °C Zentrifugation der Eppendorf- 
Reaktionsgefafie bei 14000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

12. Vollstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 pl- 
5 Pipette ohne das Pellet zu beriihren. 

13. Zugabe von 100 pi vorgewarmtem Waschpuffer, Wirlen der Eppendorf- 
ReaktionsgefaBe fur 5 Sekunden und Uberfuhrung ins Wasserbad bei 48 °C fur 20 
Minuten (Entfernen der nicht gebundenen Sondenmolekule unter stringenten 

10 Bedingungen). 

14. Vorwarmen des Ablosepuffers auf 80 °C im Heizblock. 

15. Nach Inkubation bei 48 °C fur 20 min Zentrifugation der Eppendorf- 
1 5 ReaktionsgefaBe bei 1 4000 Umdrehungen/ min fur 6min. 

16. Vollstandiges Abnehmen und Verwerfen des Uberstandes mit einer 200 pl- 
Pipette ohne das Pellet zu beriihren. 

20 1 7. Zugabe von 1 1 0 pi vorgewarmtem Ablosepuffer, Wirlen der Eppendorf- 

ReaktionsgefaBe fur 5 Sekunden und Uberfuhrung auf den Heizblock auf 80 °C 
fur 15 Minuten (Ablosung der Sonde von der Zielsequenz). 

18. Nach Inkubation bei 80°C fur 15 min Zentrifugation der Eppendorf- 
25 ReaktionsgefaBe bei 1 4000 Umdrehungen/ min fur 6min. 
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19. Vorsichtige Uberfiihrung des Uberstandes mit einer 200 (il-Pipette ohne das 
Pellet zu beriihren in neue 1,5 ml-ReaktionsgefaBe und anschlieBend Lagerung auf 
Eis im Dunkeln bis zur Vermessung. 

5 20. Fluorometer anschalten. 

2 1 . Fiir die Vermessung der Cy3-markierten Sonden Wellenlange zur Anregung auf 
550 nm ("Excitation wavelength") und zur Messung der Emission auf 570 nm 
("Emission wavelenght") einstellen. 

10 

22. Fur die Vermessung der Cy5-markierten Sonden Wellenlange zur Anregung auf 
644 nm ("Excitation wavelength") und zur Messung der Emission auf 659 nm 
("Emission wavelenght") einstellen. 

15 23. Bei Ansatzen mit beiden Farbstoffen (PPx3-Cy3 und 3xEub-Cy5) wird stets 
zuerst der Cy5-Wert und danach der Cy3-Wert bestimmt (wegen 
Ausbleicheffekten). 

24. High Voltage Level auf die gewunschte Empfindlichkeit einstelllen (400 bis 800 
20 HVL). 

25. 108 |il Ablosepuffer in eine Prazisionsglaskuevette fur die Fluorometrie fiillen. 

26. Fluorometer auf Null stellen ("Autozero"). 

25 

27. Eppendorf-ReaktionsgefaBe kurz vor der Vermessung 5 Sekunden in der Hand 
auf Raumtemperatur vorwarmen. 
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28. Einfullen des die abgeloste Sonde enthaltenden Ablosepuffers in die 
Prazisionsglaskuevette ftir die Fluorometrie und Vermessung des Signals. 

29. Ablesen des Signals nach 10 Sekunden, da nach dem Offnen der Abdeckung des 
5 Lichtkanals das Signal nach 5 bis 8 Sekunden stabil ist. 

Berechnung des relativen Anteils der PPx3-Zellen im untersuchten Belebtschlamm: 

10 Durchschnittlicher MeBwert der Belebtschlammprobe (BP) mit 3xEub-Cv = 
Korrekturfaktor 

Durchschnittlicher MeBwert der BP mit 3xEub-Cy5 

1 5 Relativer Anteil der PPx3 Zellen in Prozent = 

(MeBwert BP mit PPX3-Cv3 - durchschnittl. MeBwert BP mit Nonl 5-03) x 100 
(MeBwert BP mit 3xEub-Cy5 - durchschnittl. MeBwert BP mit Nonl5-Cy5) x 
Korrekturfaktor 

20 
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Patentanspruche 

5 1 . Verfahren zum Nachweisen von Mikroorganismen in einer Probe mittels 
einer Nukleinsauresonde, umfassend die folgenden Schritte: 

a) Fixieren der in der Probe enthaltenen Mikroorganismen; 

1 0 b) Inkubieren der fixierten Mikroorganismen mit nachweisbaren 
Nukleinsauresondenmolekiilen; 

c) Entfernen nicht hybridisierter Nukleinsauresondenmolekule, 

15 d) Ablosen der hybridisierten Nukleinsauresondenmolekule ohne Einsatz von 
Formamid, und 

e) Detektieren der abgelosten Nukleinsauresondenmolekule. 

20 2. Verfahren nach Anspruch 1 , worin die abgelosten 

Nukleinsauresondenmolekule in Schritt e) zusatzlich quantifiziert werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, worin die in Schritt d) verwendete 
Abloselosung ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus Wasser, 

25 gepuffertem Wasser, DMSO und SSC. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, worin es sich bei der Abloselosung urn 0,001- 
1 ,0 M Tris/HCl, pH 9,0 +/- 2,0 handelt. 
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5. Verfahren nach Anspruch 3 oder 4, worin es sich bei der Abldseldsung urn 
0,01 M Tris/HCI, pH 9,0 +/- 2 ? 0 handelt. 

5 6. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin Schritt d) bei 
einer Temperatur von 50- 1 00°C erfolgt. 

7. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin Schritt d) bei 
einer Temperatur von unter 100°C erfolgt. 

10 

8. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin Schritt d) bei 
einer Temperatur von ungefahr 80°C durchgefuhrt wird. 

9. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin die 

1 5 Nukleinsauresonde komplementar zu einer chromosomalen oder episomalen 

DNA, einer mRNA oder rRNA eines nachzuweisenden Mikroorganismus ist. 

1 0. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspriiche, worin die 
Nukleinsauresonde kovalent mit einem detektierbaren Marker verbunden ist. 

20 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 1 0, worin der detektierbare Marker ausgewahlt ist 
aus der Gruppe der folgenden Marker: 

a) Fluoreszenzmarker, 

b) Chemolumineszenzmarker, 
25 c) radioaktiver Marker, 

d) enzymatisch aktive Gruppe, 

e) Hapten, 

f) durch Hybridisierung nachweisbare NukleinsSure. 
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12. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, worin der 
Mikroorganismus ein einzelliger Mikroorganismus ist. 

5 13. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, worin der 

Mikroorganismus eine Hefe, ein Bakterium, eine Alge oder ein Pilz ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei der Mikroorganismus der Gattung 
Salmonella angehort. 

10 

1 5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche, wobei die Probe eine 
Umweltprobe und aus Wasser, Boden oder Luft entnommen ist. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, wobei die Probe eine 
15 Lebensmittelprobe ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die Probe aus Milch oder 
Milchprodukten, Trinkwasser, Getranken, Backwaren oder Fleischwaren 
entnommen ist. 

20 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, wobei die Probe eine 
medizinische Probe ist. 

1 9. Verfahren nach Anspruch 1 8, wobei die Probe aus Gewebe, Sekreten oder 
25 Stuhl gewonnen ist. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, wobei die Probe aus Abwasser 
gewonnen ist. 
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21 . Verfahren nach Anspruch 20 ? wobei die Probe aus Belebtschlamm, 
Faulschlamm oder anaerobem Schlamm gewonnen ist. 

5 22. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 1 4, wobei die Probe aus einem 
Biofilm gewonnen wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei der Biofilm aus einer industriellen 
Anlage gewonnen wird, bei der Abwasserreinigung gebildet wurde oder ein 

1 0 natiirlicher Biofilm ist. 

24. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 14, wobei die Probe einem 
pharmazeutischen oder kosmetischen Produkt entnommen ist. 

15 25. Kit zur Durchfuhrung des Verfahrens nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, enthaltend 

a) mindestens einen Hybridisierungspuffer, 

b) mindestens eine Nukleinsauresonde, 

b 1 ) zum spezifischen Nachweis eines Mikroorganismus, 
20 b2) zum Durchfuhren einer Negativkontrolle. 

26. Kit nach Anspruch 25, enthaltend mindestens eine spezifische Sonde zum 
Nachweis von Bakterien der Gattung Salmonella. 

25 27. Kit nach Anspruch 26, enthaltend die Nukleinsauresonden 
Salm63: 5^TCGACTGACTTCAGCTCC-3' 
und 

NonSalm: S'-GCTAACTACTTCTGGAGC^' 
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oder eine Nukleinsauresonde, die sich von Salm63 und/oder NonSalm durch 
eine Deletion und/oder Addition unterscheidet, wobei die Fahigkeit dieser 
Sonde, mit Salmonella-spezifischer Nukleinsaure zu hybridisieren, erhalten 
bleibt, oder eine Nukleinsaure, die mit den zuvor genannten Nukleinsauren 
5 hybridisieren kann. 
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SEQUENZPR0TOKOLL/V7 231 



(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: VERM I CON AG 

(B) STRASSE: Dachauer Str . 148 

(C) ORT: Miinchen 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 80992 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG : Verfahren zum Nachweisen von Mikroorganismen 
in einer Probe 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 8 

(iv) COMPUTER - LESBARE FAS SUNG : 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC - DOS /MS - DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(v) DATEN DER JETZIGER ANMELDUNG: 

ANMELDENUMMER: DE 199 36 875.9 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
TCGACTGACT TCAGCTCC 18 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 2: 
GCTAACTACT TCTGGAGC 18 
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(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANG FORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 
ACCCTCCTCT CCCGGTCT 18 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS: cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 
TGGCCCACCG GCTTCGGG 18 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEK0LS : cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 
GCTAACTACT TCTGGAGC 18 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 
GCTGCCTCCC GTAGGAGT 18 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS : cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 
GCAGCCACCC GTAGGTGT 18 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

( i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 18 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM : Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8: 
GCTGCCACCC GTAGGTGT 18 



BNSDOCID: <WO 0068421 A2 I > 



(12) NACH DEM VERTRAG CBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES 
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG 



(19) Weltorganisation fQr geistiges Eigentum 
Internationales Biiro 

(43) Internationales VerSffentlichungsdatum 
16. November 2000(16.11.2000) 




PCT 



11 



(10) Internationale VerdffentUchungsnuminer 

WO 00/68421 A3 



(51) Internationale Patentklassifikation 7 : C12Q 1/68 

(21) Internationales Aktenzeichen: PCT/EPOQ/03989 

(22) Internationales Anmeldedatum: 

4. Mai 2000(04.05.2000) 



Deutsch 
Deutsch 



(25) Einreichungssprache: 

(26) VerSffentiichungssprache: 
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M (54) Title: METHOD FOR DETECTING MICROORGANISMS IN A SAMPLE 

= (54) BezeichnuDg: VERFAHREN ZUM NACHWHSEN VON MIKROORGANISMEN IN EINER PROBE 



so 



O 



(57) Abstract: The invention relates to a method for detecting microorganisms in a sample by means of a nucleic acid probe. Con- 
ventional detection methods are, for example, the in-situ hybridization of microorganisms with fluorescence-labeled oligonucleotide 
probes (fluorescent in-situ hybridization). A disadvantage of said method is that an epifluorescence microscope is required for eval- 
uating the results. According to the invention, the disadvantages of the in-situ hybridization method are overcome by hybridizing the 
microorganisms to be detected in a sample with a specific nucleic acid probe, removing non-hybridized nucleic acid probe molecules, 
separating and then detecting and optionally quantifying the hybridized nucleic acid probe molecules. 

(57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zum Nachweis von Mikroorganismen in einer Probe 
mittels einer Nukleinsauresonde. Herkommliche Verfahren sind z.B. die in situ-Hybridisierung von Mikroorganismen mit fluo- 
reszenzmarkierten Oligonukleotidsonden (fluoreszierende in situ-Hybridisierung). Nachteil dieser Methode ist die Notwendigkeit, 
die Auswertung am Epifluoreszenzmikroskop vorzunehmen. ErfindungsgemaB werden die Nachteile des in situ-Hybridisierungs- 
verfahrens tiberwunden, indem die nachzuweisenden Mikroorganismen in einer Probe mit einer spezifischen Nukleinsauresonde 
hybridisiert werden, nicht hybridisierte Nukleinsauresondenmolektile entfemt werden und die hybridisierten NukleinsMuresonden- 
molekOle abgelOst und anschliefiend detektiert und gegebenenfalls quantifiziert werden. 
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